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研究成果の概要（和文）：紫外線（UV）ランプにより生成した活性酸素種（励起一重項酸素分子、酸素ラジカ
ル、ヒドロキシラジカル）を用いた滅菌装置の開発で得た知見を基に、エネルギーの高いUVを通さない滅菌バッ
グの中でもポリスチレン（PS）製細胞培養基板の表面改質と滅菌が一工程で達成できるという低ダメージ表面改
質技術について検討した。本研究では滅菌バッグ内で寿命の短い活性酸素の挙動とPS表面での反応、及びPS表面
の官能基と細胞接着性の関係を調べると共に、細胞の接着・伸展により効果的な条件を見出すために、高湿度環
境下での表面改質による親水性官能基の導入について検討し、細胞の接着・伸展に優れた細胞培養基板の創成に
取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：Based on studies in development of a new sterilization technology by using 
active oxygen species (excited singlet oxygen molecules, oxygen radicals, hydroxy radicals) 
generated under ultraviolet (UV) lamps, low damage surface modification technology for polystyrene 
(PS) cell culture dishes that allows surface modification and sterilization in sterilization bags is
 just developed to be achieved in a single process. In this study, behavior of active oxygen 
species, which has a short life, chemical reactions on the PS surface in a sterilization bag, 
relationship between functional groups and cell adhesion on the modified PS surface were 
investigated to find effective treatment conditions for cell adhesion and spreading. In addition, 
hydrophilic functional groups are introduced onto the PS dishes by the surface modification in a 
high humidity environment, and a cell culture dish with excellent cell adhesion and spreading was 
investigated.

研究分野： 材料工学

キーワード： 紫外線ランプ　活性酸素　ポリスチレン　細胞培養基板　表面改質　滅菌　細胞接着　細胞伸展

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
気相中でUVの影響を除いた寿命の短い活性種と有機物の反応を解明することは高分子材料の表面改質のメカニズ
ムを知る上でもその意義は大きい。また、不織布を用いて励起源であるUVの影響を除いた活性酸素種による表面
改質技術は高分子材料に与えるダメージを抑えたこれまでにほとんど報告のない新しい技術である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

プラズマを用いた表面処理技術は古くから産業に応用されており、最近では、大気圧中でプラ
ズマ処理が可能な大気圧プラズマの技術が進歩し、産業界でも表面処理技術に利用されるよう
になっている。一方で、プラズマ処理は大気圧プラズマを含めて、高エネルギープロセスである
ため、材料表面に与えるダメージがしばしば問題となる。 

波長 185nm と 254nm の紫外線（UV）ランプにより生成した活性酸素種（励起一重項酸素分子、
酸素ラジカル、ヒドロキシラジカル）を用いた新しい滅菌装置の開発と微生物の滅菌メカニズム
について検討を行い、医療現場で使用している滅菌バッグを用いた医療デバイスの新たな低温
酸素ガス滅菌技術の開発と滅菌メカニズムの解明、及び滅菌バッグ内での活性酸素のモニタリ
ング技術に関する検討を行ってきた。滅菌バッグは紫外線などの高エネルギー線をほとんど透
過せず気体のみを透過することができ、滅菌バッグを用いることで材料表面のダメージを極力
低減した活性酸素種のみによる表面処理や滅菌が可能になる。 

前述の活性酸素種は微生物の滅菌だけでなく高分子材料の表面改質技術にも応用することが
可能であると考え、ポリスチレン（PS）製の細胞培養基板の表面改質と滅菌が一工程で達成でき
るというコンセプトの有効性を確認した。 
 

２．研究の目的 

本研究では、市販されている PS 製の細胞培養基板よりも高い細胞接着・伸展性を有する技術
を創成しようとするものである。現在市販されている細胞培養基板は、特殊なプラズマ処理によ
り細胞の接着性と伸展性を高めているが、細胞の接着性や伸展性には一定の分布がある。本シス
テムにおいても市販品と同程度の細胞接着性・伸展性が確認されている。 

本研究では滅菌バッグ内での活性酸素の挙動と PS 表面での反応、及び PS 表面の官能基と細
胞接着性の関係を明らかにすると共に、細胞の接着・伸展により効果的な条件を見出す。高湿度
環境下での表面改質によるヒドロキシル（OH）基の導入や、アミノ基・ニトロ基の導入、メチル
基の導入、及びそのバランスについて検討する。 
 

３．研究の方法 

 現在までに PS 製の細胞培養基板の表面改質と滅菌が一工程で達成できることは確認したもの
の、細胞の接着性は市販品と同程度であり、より細胞接着・伸展に効果的な改質技術が望まれる。
表面改質に必要な活性種の生成と不織布内での活性種と PS 表面の反応を明らかにすることが必
要ある。 
（１）表面処理条件の検討：活性酸素処理における処理槽内の温度・湿度の影響、圧力の影響 

活性酸素処理槽内の温度・湿度・圧力を変化させて、これらの因子が滅菌特性と PS 細胞培養
基板の表面改質にどのような影響を与えるかについて検討を行う。 
（２）活性酸素の表面作用量の計測と、滅菌バッグ内での化学反応の解明 
 電子スピン共鳴（ESR）と色素インジケータによって、不織布内に存在する活性酸素種の計測
手法を見出してきた。励起一重項酸素分子（1O2）と OH ラジカルはスピントラップ剤（それぞれ
TEMP と CYPMPO）によってトラップして安定なラジカルを生成させ、ESR により計測する。不織
布を用いて減圧環境下で行う ESR 計測では、スピントラップ剤を溶液に溶かしたものをそのま
ま使用することはできない。1O2 をスピントラップ剤と水溶性高分子によってゲル化し、定量的
に ESR 計測できることを実証しており、本研究でもこの手法を用いて活性酸素を計測する。 

また、OH ラジカルは塩基性色素であるメチレンブルー（MB）をナフィオンやプルランといっ
た高分子材料を用いて薄膜化することにより、不織布内でオゾンや 1O2とほとんど反応せず、OH
シルラジカルに特異的に反応する色素インジケータを開発してきた。本研究でもこの手法を用
いて不織布内での OH ラジカルの濃度や表面採用量を推定する。このほかに XPS、NMR、FT-IR な
どにより OH ラジカルや添加ガスに伴う活性種が MB や高分子に及ぼす分解挙動についても検討
し、滅菌バッグ内での活性種と PS の反応メカニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）表面処理条件の検討 
（1-1）活性酸素処理における各種パラメータの影響 

ポリスチレン（PS）製細胞培養基板に対する活性酸素曝露による表面改質効果の向上を目指し、
活性酸素生成源である紫外線ランプとの距離が活性酸素生成および表面改質効果に与える影響
を調査した。さらに、活性酸素曝露によって処理されたポリスチレン表面と、酸素プラズマ照射
が施された市販品の表面特性を比較し、細胞接着性向上に関わる表面特性を考察した。その結果、
紫外線ランプとの距離を近づけることによって紫外線照度が上昇し（図１）、活性酸素濃度が増
加することによって表面改質効果が向上することがわかった（図２および図３）。また、細胞培
養試験を行った結果、untreated 上の細胞はどれも細長い形状であるのに対し、基板との距離 140 
mm では伸展した細胞が増加したが一部 untreated のような線形化した細胞が確認された。また
100 mm と 70 mm では線形化した細胞が見られず、比較である市販品（TCPS）に近い形状である
ことが分かった（図 4）。つまり未処理の PS 製細胞培養基板と比較して良好に細胞が接着し、市
販品と同等に細胞が接着することが示された。  
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 紫外線ランプと PS 基板表面間の距離と波長 185 nm および 254 nm の紫外線の照度の関係 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 紫外線ランプからの距離 70 mm と 140 mm における活性酸素曝露量（ESR 測定による） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 紫外線ランプからの距離と PS 表面における水の接触角の関係 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 表面処理した PS 表面上に播種した MC3T3-E1 の 24 時間培養後の SEM 像．(a)untreated, 
(b)TCPS, (c)20min, (d)40min, (e)60min. Scale bar: 100 μm. 
 
 
（１-２）添加ガスの影響 
 比較的毒性の低いアンモニアを用いてポリスチレン表面に窒素系の親水基の導入による親水
性の表面改質を試みた。ポリスチレン表面はアンモニアと酸素ガスの導入により生成した活性
酸素による処理後には窒素系官能基がわずかではあるが付与され、表面の親水化が進んだ（水の
接触角は数％低下）。 

本処理後に MC3T3-E1 の培養を行った。培養 48 時間後に撮影した MC3T3-E1 細胞の位相差顕微
鏡像を図５に示す。図５ (a) の未処理 PS では細胞が線形化し、接着性・進展性が乏しい。図 5 
(b) TCPS、(c) AOS は接着性が良好であることに対して、図 5(d) AOS-NH3-8500ppm、(e) AOS-
NH3-30000ppm の条件下では細胞を播種してから 48 時間後、細胞の剥離が生じた。すなわち、細
胞を播種した初期の段階での細胞接着は良好であったが、その後細胞は剥離したことから、本研
究で付与した窒素系官能基は必ずしも細胞接着に良好ではないことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 培養 48 時間の MC3T3-E1 細胞の顕微鏡写真 

((a) 未処理，(b) TCPS , (c) AOS , (d) AOS-NH3-8500 ppm , (e) AOS-NH3-30000 ppm , 
scale bar；100 μm) 

 
 
（２）活性酸素の表面作用量の計測と、滅菌バッグ内での化学反応の解明 
（２-１）滅菌バッグ内での活性酸素の表面作用量の計測 

電子スピン共鳴（ESR）と色素インジケータによって、不織布内に存在する活性酸素種の計測
手法を見出してきた。励起一重項酸素分子（1O2）と OH ラジカルはスピントラップ剤によってト



ラップして ESR により計測した。減圧環境でも測定できるようにするため、従来は水溶性高分子
であるポリビニルアルコール PVA を使用してスピントラップ材と共にゲル化して用いたが、よ
り酸素透過度の高いヒドロキシプロピルメチルセルロース (HPMC) とスピントラップ材を混合
して膜化し、活性酸素インジケータを作製した。HPMC を用いることで、検出感度が向上した（図
６）。また、1O2の寿命は従来報告されているものと比べて長い可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 膜化材料（PVA と HPMC）により作製した薄膜インジケータを用いて計測した ESR 強度 

(* P<0.05 vs PVA. mean±SD; n = 3)． 
 
 
（２-２）滅菌バッグ内での OH ラジカル生成反応 

滅菌バッグ内で起こる化学反応のモデルを構築すると共に、従来技術との差異を明確にする。
メチレンブルー薄膜とスピントラップ法を用いて、不織布内の活性酸素の分布をモニタリング
する手法として 1 面が解放されているアルミニウム製の直方体容器で解放されている面を不織
布で覆った試験容器（テストボックス）を試作した（図７）。不織布面に対して平行に 3 段のト
レイを設置し、それぞれのトレイに色素インジケータ薄膜やスピントラップ剤含有の水溶性高
分子薄膜を３段に設置し、不織布からの距離の違いにより色素インジケータの脱色程度と ESR に
よる活性酸素のトラップ率から OH*の濃度分布と不織布内での OH*の生成メカニズムについて考
察した。図７にはメチレンブルー色素インジケータを用いて、高湿度下（OH ラジカルが多く生
成）で処理をした結果である。各段共に脱色反応が起こっていることから OH ラジカルはボック
ス内部に存在していることが分かった。活性酸素種の一つで、不織布外で生成した比較的長寿命
であるオゾンが不織布を通り内部にまで拡散し、不織布内部に存在する水分子と反応すること
で不織布内に OH*が生成したものと推測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７ OH ラジカル検知のための試験容器の構造と色素インジケータの脱色反応 
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